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IDENTIFICAÇÃO DE Diaporthe ueckeri NA COLEÇÃO DE
MICRORGANISMOS DE INTERESSE PARA A AGRICULTURA DA

EMBRAPA SOJA

GODOY, C. V.(1); MEYER, M. C.(1); MARCELINO-GUIMARAES, F. C.(1); COSTAMILAN, L. M.(2);
SOARES, R. M.(1); SEIXAS, C. D. S.(1)

(1)Embrapa Soja, Londrina, PR ; (2)Embrapa Trigo.

Introdução

Espécies do gênero Diaporthe (anamorfo Phomopsis) podem ser endoíticas e patogênicas
em uma ampla gama de hospedeiros, e responsáveis por diversas doenças, algumas de impor-
tância econômica.

Na cultura da soja, as espécies de Diaporthe podem causar o cancro da haste, a podridão
de vagens e grãos e a seca das hastes e das vagens. O cancro da haste é a doença de maior
importância econômica, sendo causado principalmente por duas espécies: D. aspalathi, relata-
do pela primeira vez no Brasil em 1989 (Yorinori et al., 1989), e D. caulivora (Costamilan et al.,
2008), favorecido por temperaturas mais baixas quando comparado a D. aspalathi, mas podendo
se sobrepor geogracamente. No Brasil, a maioria dos programas de melhoramento seleciona
cultivares com resistência a D. aspalathi.

Diaporthe longicolla era descrito como o principal agente causal da podridão de grãos, po-
dendo causar também a podridão das vagens, juntamente com D. sojae, e sintomas de seca das
hastes na soja. Embora as dierentes espécies estejam associadas às doenças mencionadas,
todas podem ser isoladas de grãos e tecidos de outros órgãos da planta, com ou sem sintomas
aparentes (Udayanga et al., 2015; Petrovic et al., 2021).

A diferenciação das espécies de Diaporthe era feita com base em morfologia e em sintomas
da doença no hospedeiro. No entanto, devido à variabilidade inter e intraespecíca, caracte-
rísticas morológicas nem sempre são sucientes. Análises logenéticas a partir de regiões do
genoma das dierentes espécies do complexo têm permitido maior precisão na identicação.
Recentemente, outras espécies têm sido associadas aos sintomas das doenças de soja causa-
das pelo complexo Diaporthe, entre elas D. ueckeri (Petrovic et al., 2021).

A Embrapa Soja possui uma coleção de microrganismos obtidos de amostras de plantas com
dierentes sintomas, mantidos na Coleção de Microrganismos de Interesse para a Agricultura da
Embrapa Soja (CMES), muitos dos quais identicados inicialmente com base em características
da colônia, morologia e sintomas nas plantas.

O objetivo deste trabalho foi realizar a análise molecular de isolados do complexo deDiaporthe
depositados na CMES, coletados a partir de diferentes partes de plantas de soja e de algodão,
em dierentes anos e locais do Brasil, para vericar a presença de D. ueckeri.

Material e Métodos

Oitenta isolados da CMES, coletadas entre os anos de 1989 e 2023, foram enviados ao labo-
ratório Agronômica (Laboratório de Diagnóstico Fitossanitário Ltda.) para separação de quatro
espécies de Diaporthe, por amplicação por qPCR da região do ator de elongação (EF) das
espécies D. aspalathi, D. caulivora e D. ueckeri, utilizando os iniciadores desenvolvidos pelo
próprio laboratório. Para a espécie D. longicolla, foram utilizados os iniciadores PL-3F, PL-3R e
PL-3P (Zhang et al., 1999).

Micélio proveniente de cada colônia oi macerado em N
2
líquido para extração de DNA total,

utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purication (Promega, Madison, EUA), de acordo com as
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instruções do abricante. A quanticação e a qualidade do DNA extraído oram vericadas em
espectrootômetro (Nanodrop ThermoScientic modelo 2000).

O mix da qPCR para as quatro espécies (12 μL) continha 2,0 μL de DNA genômico (50 ng
µL-1), 0,15 μL de cada iniciador (0,3 µM), 0,24 µL da sonda (0,1 µM), 3,46 μL de água ultrapura
esterelizada e 6 μL do master mix Go Taq Probe (Promega). O programa de amplicação da
PCR consistiu em 95 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. As
amostras foram consideradas positivas quando o valor do Ct ( ) oi ≤ 35 e os controles de conta-
minação, sem sinal de amplicação.

Resultados e Discussão

Entre os 80 isolados enviados, alguns apresentaram mais de uma espécie de Diaporthe na
amostra sendo: 25 classicados como D. aspalathi, 61 D. longicolla e 31 D. ueckeri. Somente um
isolado (CMES 659) não oi identicado como uma das quatro espécies. Nenhum dos isolados
enviados oi classicado como D. caulivora (Tabela 1).

Dos 25 isolados de D. aspalathi, 23 foram obtidos entre os anos de 1989 e 2007, a partir de
haste, raízes e grãos de soja (Tabela 1). Os isolados coletados após essa data oram do Mato
Grosso (CMES 1805) e Goiás (CMES 2119). Sete das placas com D. aspalathi apresentaram
também a espécie D. longicolla, e duas, D. ueckeri (CMES 458 e CMES 2119), sendo o mais
antigo coletado em 2000 (CMES 458), em Ponta Grossa, PR, em raízes de soja.

Dos 31 isolados de D. ueckeri, 29 continham também a presença de D. longicolla na mesma
amostra, incluindo o isolado de folhas de algodoeiro (CMES 2122). Os isolados foram obtidos
de hastes, raízes, sementes e restos de culturas nos estados do Paraná (10), de São Paulo (2),
do Pará (2), do Rio Grande do Sul (1), de Goiás (2), do Tocantins (1), de Minas Gerais (1) e de
Mato Grosso (12).

Conclusão

Nas amostras depositadas na CMES foram encontrados isolados de D. ueckeri, pelo método
de detecção empregado, oriundos de oito regiões produtoras no Brasil, a partir da década de
2000.
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Tabela 1. Dados de identicação de espécies de Diaporthe da coleção de microrganismos de Interesse
para a Agricultura da Embrapa Soja (CMES). Da: D. aspalathi, Dl: D. longicolla e Du: D. ueckeri.

Código Da Dl Du
Ano
de
coleta

UF

CMES 418 + 1997 GO

CMES 459 + 2001 GO

CMES 469 + + 2001 GO

CMES 482 + 2001 GO

CMES 2119 + + + 2018 GO

CMES 2121 + + 2018 GO

CMES 507 + 2007 MA

CMES 384 + 1992 MG

CMES 400 + 1993 MG

CMES 486 + + 2003 MG

CMES 2738 + + 2023 MG

CMES 392 + + 1993 MS

CMES 411 + 1993 MS

CMES 668 + 2008 MS

CMES 417 + 1997 MT

CMES 1659 + 2016 MT

CMES 1805 + + 2016 MT

CMES 1831 + + 2017 MT

CMES 1833 + + 2017 MT

CMES 1837 + 2017 MT

CMES 1841 + 2017 MT

CMES 1845 + 2017 MT

CMES 1855 + 2017 MT

CMES 1827 + + 2017 MT

CMES 21221 + + 2018 MT

CMES 2473 + + 2022 MT

CMES 2344 + + 2022 MT

CMES 2470 + + 2022 MT

CMES 2474 + + 2022 MT

CMES 2722 + + 2022 MT

CMES 2728 + 2022 MT

CMES 2456 + 2022 MT

CMES 2732 + + 2023 MT

CMES 896 + - MT

CMES 659 1994 MT

CMES 2682 + + 2022 MT

CMES 1866 + + 2017 PA

CMES 2120 + + 2018 PA

CMES 520 + + 1989 PR

CMES 380 + + 1992 PR

Código Da Dl Du
Ano
de
coleta

UF

CMES 386 + + 1992 PR

CMES 390 + 1992 PR

CMES 393 + 1993 PR

CMES 412 + 1995 PR

CMES 415 + 1996 PR

CMES 458 + + 2000 PR

CMES 465 + 2001 PR

CMES 478 + 2001 PR

CMES 484 + 2002 PR

CMES 490 + 2005 PR

CMES 645 + 2007 PR

CMES 1902 + 2007 PR

CMES 894 + + 2010 PR

CMES 1155 + 2012 PR

CMES 1863 + 2017 PR

CMES 1923 + + 2017 PR

CMES 2099 + 2018 PR

CMES 2106 + + 2018 PR

CMES 2214 + + 2018 PR

CMES 2230 + 2018 PR

CMES 2219 + + 2019 PR

CMES 2689 + + 2022 PR

CMES 2694 + + 2023 PR

CMES 2699 + 2023 PR

CMES 912 + + - PR

CMES 919 + - PR

CMES 1561 + + 2014 PR

CMES 1432 + 2013 RR

CMES 898 + - RR

CMES 925 + 2000 RS

CMES 498 + 2006 RS

CMES 1870 + 2017 RS

CMES 2112 + 2018 RS

CMES 2115 + + 2018 RS

CMES 910 + - RS

CMES 1641 + 2016 RS

CMES 1173 + + 2013 SP

CMES 2216 + + 2019 SP

CMES 2692 + 2023 SP

CMES 2243 + + 2019 TO


